铁粒幼细胞贫血(SA)是由多种原因引起血红素合成障碍、铁利用不良而导致血红蛋白合成不足的一组贫血综合征。SA患者多表现为小细胞、低色素性贫血，骨髓中可见大量(\>15%)环形铁粒幼细胞。SA分为获得性SA和遗传性SA(CSA)，CSA可由不同的基因突变所致，其中X-连锁铁粒幼细胞贫血(XLSA)最为常见。XLSA的发病机制为编码δ-氨基乙酰丙酸合酶(ALAS)的基因ALAS2发生突变，导致血红素合成障碍。截至2015年1月，人类基因突变数据库(HGMD)中已报道63种ALAS2基因突变[@b1]--[@b3]。本研究我们对一个XLSA家系的先证者和部分家系成员进行表型诊断和基因检测，现报道如下并进行文献复习。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：先证者，男性，36岁，2009年6月来我院就诊，自述乏力，无其他明显症状。中度贫血貌，面部皮肤色素沉着，浅表淋巴结未触及肿大，肝肋缘下2 cm，脾肋缘下2 cm，下肢无水肿。家族史阳性，多名男性有贫血表现，遗传方式表现为X连锁隐性遗传。家系图见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![X链锁遗传性铁粒幼细胞贫血家系图](cjh-37-02-154-g001){#figure1}

2．标本采集：征得先证者及其母亲(Ⅱ2)、二姨(Ⅱ6)、妹妹(Ⅲ4)知情同意，采集其外周血。EDTA抗凝管用于血细胞检测，分离胶促凝管用于铁代谢生化检测。3 000 r/min离心(离心半径为8 cm)10 min后吸取上层血浆，用于表型诊断试验。抽提外周血细胞基因组DNA，−20 °C保存，用于CSA的基因检测。取先证者骨髓液0.2 ml用于制作骨髓涂片以及骨髓铁染色。

3．表型诊断及骨髓检查：采用HST-201全自动血液分析工作站(日本Sysmex公司产品)检测红细胞计数(RBC)、HGB、血细胞比容(Hct)、红细胞平均体积(MCV)、红细胞平均血红蛋白量(MCH)、红细胞平均血红蛋白浓度(MCHC)、红细胞分布宽度(RDW)、网织红细胞绝对计数(Ret)等指标；采用UniCelDxC800生化分析仪(美国Beckman Coulter公司产品)和i4000SR化学发光微粒子免疫分析仪(美国Abbott公司产品)检测血清铁(SI)、总铁结合力(TIBC)、血清铁蛋白(SF)以及转铁蛋白饱和度(TS)；先证者骨髓抽提物进行骨髓涂片检查以及骨髓铁染色。

4．ALAS2基因分析：采用High Pure PCR Template Preparation Kit试剂盒(美国罗氏公司产品)抽提先证者、先证者母亲(Ⅱ2)、二姨(Ⅱ6)及妹妹(Ⅲ4)外周血DNA。根据GenBank数据库上的ALAS2基因序列，使用Primer premier 5.0软件对11个外显子及其侧翼分别设计引物对，引物序列见[表1](#t01){ref-type="table"}，由上海桑尼生物科技有限公司合成。按照PCR扩增试剂盒(大连宝生物工程有限公司产品)说明进行操作。PCR体系：模板DNA 1 µl，Mg^2+^ 0.2 µl，1×dNTP 0.2 µl，上下游引物各0.5 µl, 10×缓冲液1 µl, HotTaq酶0.06 µl。PCR条件：95 °C预变性15 min, 94 °C变性20 s, 62 °C退火40 s，72 °C延伸1 min，共11个循环；94 °C变性20 s, 56 °C退火30 s, 72 °C延伸1 min，共24个循环；72 °C终延伸2 min, PCR产物送深圳华大基因公司完成测序。

###### ALAS2基因各外显子引物序列

  ALAS2基因外显子序号   上游引物(5′→3′)        下游引物(5′→3′)        扩增长度(bp)
  --------------------- ---------------------- ---------------------- --------------
  1                     GATGGTCTGATTCCAAAGCC   TGTGTACAGCCCTGAGAGAC   347
  2                     CGAGGATCAAAGGCTTGGCT   GGCCAGTATAACTTGGAACT   338
  3                     GGGGTACATTAGATATCAGC   ATTAGCCTAGCTCAGGACTG   289
  4                     CACATGCTTTCTTTTTCCCC   GATGCCTTCCCTATTCCGGT   219
  5                     ATACAGACTAGCCAGGGAGA   AAGTTTCCACTGCCAGCTCT   380
  6                     AACATTGACTCCCATCAAGG   CTGGATGCTGTATTGCAGGA   337
  7                     CCAGGTCAAACCTGAAGGTT   TTTTGTGAGACCAACACTAG   299
  8                     GAAGGTTATGATGTCCTACC   AAGAATTTTGTAAGGGCCTC   270
  9                     CATGATCCTGTTGCTCTGGA   AGCGTGAGGCTCCCAGAATA   393
  10                    ATCTGCTTAATGGAGCTAGT   AAACTCAGTGGTCTCTGTCC   325
  11                    TGGCTCATCTGTACTGTGAC   TGACCAACAAGTGACCTATG   465

结果 {#s2}
====

1．表型诊断及骨髓检查：先证者及部分家系成员的血细胞和铁代谢指标的检测结果分别见[表2](#t02){ref-type="table"}和[表3](#t03){ref-type="table"}。先证者呈中度贫血，Hct、MCV、MCH、MCHC均减低，RDW增高；SI、SF、TIBC明显升高，TS减低。先证者母亲(Ⅱ2)和妹妹(Ⅲ4)Hct轻度下降，先证者母亲(Ⅱ2)、二姨(Ⅱ6)和妹妹(Ⅲ4)RDW轻微升高，其余血常规指标均正常，铁代谢指标均正常或略低于正常值下限。先证者的骨髓涂片检查显示其骨髓红系增生活跃，粒红比为1∶1，铁染色显示大量环形铁粒幼细胞，占21%。

###### 先证者及部分家系成员血细胞检测结果

  家系成员           年龄(岁)         性别   RBC(×10^12^/L)     HGB(g/L)         Hct          MCV(fl)      MCH(pg)      MCHC(g/L)   RDW(%)       Ret(%)
  ------------------ ---------------- ------ ------------------ ---------------- ------------ ------------ ------------ ----------- ------------ ----------
  Ⅲ1(先证者)         36               男     4.38               82               0.27         60.4         18.6         309         33.5         1.1
  Ⅱ2                 59               女     3.69               111              0.32         87.6         30.2         345         15.7         1.8
  Ⅱ6                 54               女     4.43               134              0.39         87.1         30.2         347         15.1         2.3
  Ⅲ4                 33               女     4.23               116              0.35         83.0         27.5         331         26.8         1.7
                                                                                                                                                 
  正常参考值                                 男性：4.00～5.50   男性：120～160   0.37～0.43   82.0～92.0   27.0～31.0   320～360    11.6～14.0   0.5～1.5
  女性：3.50～5.00   女性：110～150                                                                                                              

注：RBC：红细胞计数；Hct：血细胞比容；MCV：红细胞平均体积；MCH：红细胞平均血红蛋白量；MCHC：平均红细胞血红蛋白浓度；RDW：红细胞分布宽度；Ret：网织红细胞

###### 先证者及家系成员铁代谢检查结果

  家系成员       SF(µg/L)     SI(µmol/L)    TIBC(%)     TS(µmol/L)
  ------------ ------------- ------------ ------------ ------------
  先证者          1 500.0        41.3         89.0         46.4
  Ⅱ2               84.5          9.7          18.5         52.3
  Ⅱ6               38.0          12.7         22.2         57.1
  Ⅲ4               253.4         14.8         28.3         52.3
                                                       
  正常参考值    23.9～336.2   9.0～30.0    20.0～50.0   54.0～77.0

注：SF：血清铁蛋白；SI：血清铁；TIBC：总铁结合力；TS：转铁蛋白饱和度

2．基因检测：测序结果见[图2](#figure2){ref-type="fig"}。先证者ALAS2基因第7号外显子存在错义突变c.902 T\>C，导致编码的第301位氨基酸由缬氨酸改变为丙氨酸。先证者母亲(Ⅱ2) ALAS2基因该位点为杂合突变。其余家系成员未发现突变。

![先证者及先证者母亲ALAS2基因第7号外显子测序结果(箭头所示为突变位点)\
A：正常人；B：先证者；C：先证者母亲](cjh-37-02-154-g002){#figure2}

讨论 {#s3}
====

1945年Cooley等[@b4]报道了第1例XLSA患者；1992年Cotter等[@b5]在1例无家族史SA患者中发现了ALAS2基因突变，明确了ALAS2基因突变与XLSA相关；1994年Cox等[@b6]发现第一个XLSA家系。2010年Bergmann等[@b7]首次报道了ALAS2基因V301A突变，本研究是我国首次发现XLSA家系的ALAS2基因V301A突变。

ALAS是血红素合成第一步的限速酶，在磷酸吡哆醛(PLP)辅助下使甘氨酸和琥珀酰辅酶A(sCoA)缩合成ALA，再经一系列反应最终生成血红素。人体内能表达两种ALAS，其中一种由X染色体的红系特异性ALAS (erythroidspecific ALAS，eALAS，也称ALAS2)基因编码。XLSA的遗传方式提示该病与ALAS2基因相关。

ALAS2基因全长约22 kb，由11个外显子组成。目前HGMD (<http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php>)中登记的ALAS2基因突变有63种：错义突变／无义突变57种，启动子区域突变2种，缺失突变4种[@b1]--[@b3]。这些突变大部分位于ALAS2的催化区(5\~11号外显子)，主要影响ALAS2的催化活性或者与PLP、甘氨酸或sCoA的结合。ALAS2 C端突变(Met567Val)会影响与琥珀酰辅酶A合成酶β亚基的结合从而导致XLSA[@b3]。Bekri等[@b8]发现一个启动子区域突变，但其致病性尚待验证。Kaneko等[@b9]在1号内含子发现与增强子GATA盒结合位点突变导致XLSA。目前国内对XLSA的研究还以基因检测为主，如朱平及卜定方[@b10]发现的p.L107P、p.T161A突变，以及崔蕊等[@b11]报道的p.K156E突变。此外，朱平课题组构建了ALAS2基因真核表达载体，为研究ALAS2蛋白功能打下基础。

荚膜红细菌(RC) ALA合酶(ALAS~RC~)常用于与人类ALAS2进行类比研究[@b12]。本研究中先证者呈中度贫血，其ALAS2 301位缬氨酸(Val301)对应ALAS~RC~ 158位的异亮氨酸(Ile)。ALAS~RC~ 158位Ile(Val 301)、146位Ile (Ile289)以及149位Ile (Ile292)共同在ALAS~RC~表面构成sCoA-腺嘌呤疏水结合袋。此前报道1例Ile146 (Ile289)突变的中度贫血患者，突变破坏了疏水袋结构，降低ALAS2对sCoA的亲和性[@b13]。但患者呈磷酸吡哆醇反应性，可能是PLP通过某种间接作用缓解贫血症状。此外，Ile158 (Val301)和Lys156(Lys299)均处在ALAS2 β6片层上，后者位于ALAS表面，通过氢键与sCoA的O3′原子连接。已报道的Lys156突变所致的SA患者也呈中度贫血[@b14]，磷酸吡哆醇治疗有效。因此，从临床表现相似性以及突变位点的空间位置判断，本例先证者的V301A突变为致病原因，确切致病机制需要进一步通过蛋白质功能试验进行研究。

XLSA患者的典型症状为红细胞双型性，可表现为不同程度小细胞性贫血。XLSA诊断要在SA确诊时结合家族史进行判断。基因诊断不仅能检测到患者的突变位点，还对治疗方案有一定指导作用。常用治疗方案为口服磷酸吡哆醇或维生素B~6~[@b15]，约三分之一患者可以治愈。铁过载会抑制ALAS2活性、降低PLP治疗效果、引起糖尿病和肝硬化等并发症[@b1]，故应同时进行祛铁治疗。根据患者症状以及基因检测结果的分析，我们予以维生素B~6~和皮下注射去铁胺治疗，症状明显好转。

本研究中我们报道了我国新发现的一个ALAS2基因V301A突变导致的XLSA。由于国内的XLSA例数较少，我们对于XLSA的了解还不够深入。增加对ALAS2基因和ALAS2蛋白结构与功能的认识，开展相应的实验室表型和基因检测，可以帮助患者明确诊断，使患者得到及时的治疗，并为遗传咨询提供依据。
